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要旨      
乳癌の上皮間葉転換における FOXA1の E-cadherin発現調節機構 
ゲノム創薬学講座（分子細胞生物学研究室）安斎 絵里菜  
【背景・目的】 
乳癌細胞は、遺伝子発現の類似性によって luminal A, luminal B, HER2-enriched, basal-like, 
normal-like 等のサブタイプに分類され、さらにこれらは上皮細胞様と間葉系細胞様の 2 種類の細胞
に大別できる。上皮細胞様乳癌細胞は細胞間接着が存在するため転移浸潤能が低く、悪性度は低い。
一方、間葉系細胞様乳癌細胞は細胞間接着が消失しているため転移浸潤能を有し、悪性度は高い。癌
の悪性化には上皮間葉転換 (EMT：epithelial-to-mesenchymal transition) と呼ばれる現象が関わる。
EMT は細胞間接着を有する上皮細胞が、細胞間接着を消失し間葉系細胞の形質へ変化する現象であ
り、正常細胞において分化・創傷治癒などに関わる現象であるが、癌細胞の悪性化にも深く関わって
いると考えられている。多くの初期の癌は上皮細胞から発生し悪性度が低いが、増殖が進行するにつ
れて一部の細胞が運動能・浸潤能を獲得した間葉系細胞となり、基底膜を突き破って他の臓器に転移
するようになると考えられている。EMTが進行すると薬剤耐性・転移能の獲得により治療が困難にな
るが、EMTのメカニズムには不明な部分が多く残されている。乳癌細胞も上皮細胞様から間葉系細胞
様の形質へ転換する EMT を経て悪性化すると考えられるため、乳癌の治療において EMT を抑制す
ることは重要である。 
本研究では乳癌の悪性化に関与するタンパク質として転写因子FOXA1 (Forkhead box protein A1)
に着目した。FOXA1は肝臓・肺等の上皮細胞に主に発現している。上皮細胞様の乳癌細胞にも高発現
しておりエストロゲン依存的な増殖に寄与するが、FOXA1 が発現している乳癌は予後が良好である
ことが報告されている。また、FOXA1 は上皮細胞様の乳癌細胞の増殖に寄与する一方で悪性度の高
い間葉系細胞様の乳癌細胞には発現していないことが報告されている。乳癌細胞の増殖に寄与する
FOXA1 が悪性度の高い乳癌細胞で発現していないのは、乳癌の悪性化の抑制に寄与しているためで
はないかと考え、癌の悪性化に寄与する現象であるEMTとFOXA1の関係を解析することにした。 
 
【方法・結果】 
1. 間葉系乳癌細胞におけるFOXA1の機能 
FOXA1が乳癌細胞のEMTに関与しているか検討するため、FOXA1が発現していない間葉系乳癌
細胞MDA-MB-231に FOXA1を発現させて細胞への影響を観察しEMTの指標となるマーカーの発
現を定量することにした。まずMDA-MB-231 細胞に pIRES-puro/FOXA1 をトランスフェクション
した後薬剤によるセレクションを行い、FOXA1 安定発現細胞株を樹立した。樹立できた FOXA1 安
定発現細胞株を観察すると親株や空ベクター発現株に比べて細胞の形状が上皮細胞様に変化している
ことが観察された。コンフルエントになるまで増殖させた細胞の一部の細胞を剥がし、空隙に細胞が
埋まる速度を定量して細胞の遊走能を測るwound healing assayを行った。FOXA1安定発現株では
ベクター発現株と比較し遊走速度が遅く、FOXA1 安定発現株では細胞の遊走能が減少していること
がわかった。EMT関連分子への影響を解析するため、上皮細胞マーカーと間葉系細胞マーカーの発現
を定量したところ上皮細胞方向に遺伝子の発現が変動していたことから、FOXA1 は乳癌において
EMT抑制的に機能していることが示唆された。細胞接着因子E-cadherinの発現が増加し、E-cadherin
発現抑制因子 Slug の発現が減少していたため、FOXA1 は Slug を介し E-cadherin の発現を制御し
ていると考えた。 
 
2. 上皮乳癌細胞におけるFOXA1の機能 
FOXA1がEMT抑制的に機能することが示唆されたため、FOXA1は乳癌細胞において上皮細胞の
形質を維持する機能を持つと考えた。そこで FOXA1 発現が陽性で悪性度の低い上皮細胞様乳癌細胞
の MCF-7 の内在の FOXA1 発現をノックダウンした際に EMT が進行するか調べることにした。
FOXA1をノックダウンするとE-cadherinの発現が減少し Slugの発現が上昇することがわかった。
他の間葉系細胞マーカーに変動が見られなかったことから FOXA1 は主に Slug の発現を抑制してい
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ることが示唆された。しかし Slug の既知の機能は E-cadherin 転写抑制であるにもかかわらず E-
cadherinのmRNAの発現は変化していなかった。MDA-MB-231の FOXA1安定発現株での実験と
合わせると、FOXA1は上皮乳癌細胞のE-cadherin発現を誘導しEMTを抑制していること、FOXA1
はSlugの発現を抑制してE-cadherinを誘導することが示唆された。 
 
3. 上皮乳癌細胞におけるSlugの機能 
FOXA1により発現が抑制されていることが示唆されたSlugに着目し、上皮乳癌細胞におけるSlug
の機能を解析した。SlugはE-cadherinの転写抑制因子として知られる間葉系細胞マーカーであるが、
上皮乳癌細胞MCF-7の FOXA1 をノックダウンした実験では Slugの発現が増加しても E-cadherin
の mRNA は減少していなかった。乳癌細胞において FOXA1 が Slug の発現を抑制していることと
FOXA1が乳癌のEMTを抑制していることが関係しているかを検討するため、上皮乳癌細胞MCF-7
にSlugを発現させたSlug安定発現株を作製しSugがEMTへ影響するか確認することにした。MCF-
7 細胞に pIRES-puro/Slug をトランスフェクションした後薬剤によりセレクションし Slug安定発現
株を樹立した。Slug安定発現株では E-cadherinのタンパク質が減少していることがわかった。この
ことから、上皮乳癌細胞においてSlugがE-cadherinの発現を抑制することが示唆された。興味深い
ことに、MCF-7細胞のFOXA1をノックダウンした際と同様にSlug安定発現株においてE-cadherin
の mRNA は減少していないことが分かった。Slug は上皮乳癌細胞において E-cadherin の発現を抑
制するが、E-cadherinの発現を抑制する経路は E-cadherinの転写抑制以外の機能によることが示唆
された。また、Slug安定発現株におけるFOXA1の発現もタンパク質は減少してmRNAは減少して
いなかったことから、FOXA1もSlugによって転写抑制以外で発現が抑制されることが示唆された。 
 
4. SlugによるE-cadherin発現抑制経路 
Slugが既知のE-cadherinの転写抑制機能ではなく
他の抑制経路を介して E-cadherin の発現を制御して
いることが示唆されたため、他のどの抑制経路が機能
しているかを解析した。E-cadherinの発現制御経路と
してタンパク質分解の促進か mRNA 転写後翻訳阻害
が考えられる (Fig.1) 。Slug 安定発現株において E-
cadherin の分解が促進しているかタンパク質分解阻
害実験を行った。E-cadherinの分解が促進されている
場合、プロテアソーム阻害剤MG-132やリソソーム阻
害剤 bafilomycin処理によりSlug安定発現株において
E-cadherinの発現が増加すると考えられる。Slug安定発現株にMG-132, bafilomycin処理を行った
ところ E-cadherin発現の回復は見られなかった。そのため Slug安定発現株において E-cadherinの
分解は亢進していないことがわかった。このことからSlugは上皮乳癌細胞においてE-cadherinの発
現を転写抑制・タンパク質分解以外の経路つまりE-cadherinのmRNA転写後の翻訳を抑制すること
でE-cadherinの発現を抑制している可能性が考えられる。 
 
5. FOXA1の機能ドメインの探索 
FOXA1はN末端と C末端に transactivation (TA)ドメイン、中央に Forkhead (FH) ドメインを
もつ遺伝子である。FOXA1のドメイン構造においてEMTに作用する領域を調べるため、N末端TA
ドメイン欠損、C 末端 TA ドメイン欠損、FH ドメイン欠損の FOXA1 変異体を作製した。それぞれ
の発現ベクターを作製しMDA-MB-231細胞にトランスフェクション後薬剤によりセレクションを行
い、安定発現株を樹立した。E-cadherin, Slugの発現を確認したところFOXA1安定発現株と同じよ
うにE-cadherinが発現しSlugが減少するという結果になったのはC末端TAドメイン欠損変異体の
みだった。このことからFOXA1のEMT抑制機能に必要なのはN末端のTAドメインとFHドメイ
ンだということがわかった。また、当研究室で報告しているFOXA1のC末端のチロシン残基はEMT
抑制機能には関与しないことが示唆された。 
Fig.1. SlugのE-cadherin抑制経路 
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【総括・考察】 
本研究では、乳癌のEMTに関わるタンパク質としてFOXA1に着目した。EMTの進行には細胞間
接着の消失が重要であるが、乳癌細胞において FOXA1 は細胞間接着因子 E-cadherin の発現を誘導
することがわかり、FOXA1がEMTを抑制していることが示唆された。またFOXA1はSlugの発現
を抑制することもわかり、FOXA1は Slugの発現抑制を介してE-cadherinを誘導している可能性が
示唆された。興味深いことに、上皮乳癌細胞ではSlugはE-cadherinの発現を転写ではなくタンパク
質レベルで減少させることがわかり、その経路は翻訳抑制であることが示唆された。上皮乳癌細胞に
おいて発現したFOXA1はSlugの発現を抑制しタンパク質レベルでE-cadherinを誘導してEMTを
抑制していると考えられる。また、FOXA1のEMT抑制機能にはN末端のTAドメインと FHドメ
インを含む領域が重要であることがわかった。FOXA1が乳癌細胞でE-cadherinの発現を誘導しEMT
を抑制すると考えられたが、FOXA1は上皮乳癌MCF-7細胞でのmRNA発現に影響を与えることな
くE-cadherin発現を誘導したのに対し、FOXA1は間葉系乳癌MDA-MB-231細胞でmRNAおよび
タンパク質レベルでE-cadherin発現を促進した。これらの結果は、上皮乳癌細胞および間葉系乳癌細
胞間で FOXA1 を介した E-cadherin 発現のメカニズムに違いがあることを示唆している。上皮性乳
癌細胞MCF-7細胞でのFOXA1ノックダウンはE-cadherin抑制因子Slugの発現を誘導した。MCF-
7細胞でのSlugの安定した発現は、E-cadherinのmRNA発現を低下させず、タンパク質分解を促進
することなく、E-cadherin タンパク質発現を低下させた。E-cadherin 発現に対する FOXA1 ノック
ダウンとSlug発現の影響はMCF-7細胞で類似しているため、FOXA1は主に上皮性乳癌細胞におけ
るSlugの抑制を介してE-cadherin発現を誘導すると考えられる。 
以上のことから、FOXA1はSlugの発現抑制を介してE-cadherinのタンパク質発現を誘導しEMT
を抑制することがわかった。上皮乳癌細胞の EMT が進行する際は FOXA1 が減少し Slug が増加し
E-cadherin の翻訳が抑制されると考えられる (Fig.2)。Slug がどのようにして E-cadherin の翻訳を
抑制しているか明らかにすることが今後の課題である。乳癌におけるSlugがmicroRNAを誘導しE-
cadherinの翻訳を抑制することが報告されているので、FOXA1の減少および Slugの増加によるE-
cadherinの翻訳抑制はmicroRNAを介している可能性が考えられる。 
 
 
【参考文献】 
Anzai, E., Hirata, K., Shibazaki, M., Yamada, C., Morii, M., Honda, T., Yamaguchi, N., and 
Yamaguchi, N. FOXA1 induces E-cadherin expression at the protein level via suppression of Slug 
in epithelial breast cancer cells. Biol. Pharm. Bull., 40: 1483-1489, 2017. 
Yamaguchi, N., Shibazaki, M., Yamada, C., Anzai, E., Morii, M., Nakayama, Y., Kuga, T., 
Hashimoto, Y., Tomonaga, T., and Yamaguchi, N.  Tyrosine phosphorylation of the pioneer 
transcription factor FoxA1 promotes activation of estrogen signaling. J. Cell. Biochem., 118: 1453-
1461, 2017.  
Fig.2. 上皮乳癌細胞におけるEMT進行モデル 
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序論・目的 
 
乳癌細胞は、遺伝子発現の類似性によって luminal A, luminal B, HER2-enriched, 
basal-like, normal-like 等のサブタイプに分類されるが[1]、これらは上皮細胞様と
間葉系細胞様の 2 種類の細胞に大別される。上皮細胞様乳癌細胞は細胞間接着
が存在するため転移浸潤能が低く、間葉系細胞様乳癌細胞は細胞間接着が消失
しているため転移浸潤能を有する。 
上皮間葉転換（EMT: epithelial-to-mesenchymal transition）[2-6] は、接着性の上
皮細胞が運動性の間葉系細胞に形態変化する現象であり（図 1）、初期脊椎動物
胚では胚芽層形成や細胞移動、臓器発生に不可欠である。成人組織では創傷治癒
や組織再生に関わる現象で、創傷に伴う炎症反応に付随し EMTが起こることで
線維芽細胞（間葉系細胞）が生じ組織が修復されると考えられている。癌組織で
は EMT は癌の転移能や化学療法耐性の獲得に関与していると考えられている。
間葉系細胞癌は体内を循環し、全身症状を引き起こし治療が困難であるが、間葉
系細胞癌は上皮細胞癌が EMT を経て生じる可能性がある。正常組織における
EMT に関するシグナル伝達経路については多くのことが知られているが[7, 8]、
癌組織の EMTを誘起する特定のシグナルは不明で、分子メカニズムも不明であ
る。そのため、癌の EMTの分子メカニズムの解明は癌の新規治療法の確立に有
益である。 
E-cadherin は上皮細胞の細胞間接着を担う重要なタンパク質である[2]。E-
cadherin の発現は EMT の過程で劇的に減少し、それにより細胞は細胞間接着を
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図 1. 上皮間葉転換（EMT）の概要 
消失し運動性を獲得する。E-cadherin の減少は主に E-cadherin 遺伝子（CDH1）
抑制因子により引き起こされる[4, 9]。主な CDH1 転写抑制因子は Zinc finger因
子の Slug や Snail である。Slug や Snail は CDH1 のエンハンサー領域にある E-
box配列に結合してその発現を抑制する[10,11]。E-cadherin の発現の減少や Slug, 
Snail の発現の増加は EMT進行の指標となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FOXA1 は Forkhead box family に属する転写因子である（図 2）。FOXA1 は中
央に Forkhead DNA 結合ドメイン、N 末と C 末に transactivation ドメインをもつ
[12]。FOXA1は乳腺、肝臓、中脳、肺など様々な組織の形成に関わる多数の遺伝
子の発現を制御する[13]。また、FOXA1 は閉じたクロマチンを開いて他の転写
因子の動員を促進するクロマチンリモデリング因子として機能することも知ら
れる[14]。当研究室では FOXA1の C 末の領域にあるチロシン残基がリン酸化さ
れるとクロマチンリモデリング活性が増強することを報告している[15]。エスト
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図 2. 転写因子 FOXA1 の概要 
 
ロゲン受容体（ERα）はこのクロマチンリモデリング活性に依存するため、
FOXA1は通常の乳腺の形成だけでなくエストロゲン依存的に増殖する乳癌の形
成にも重要である[16, 17]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
近年の研究では FOXA1 が膵臓や前立腺癌において EMT を抑制しているという
ことが報告されている[18, 19]。また、乳癌において FOXA1はエストロゲン依存
的に増殖する ERα 発現上皮乳癌細胞に優先的に発現している一方、エストロゲ
ン非依存的に増殖する ERα 非発現間葉系乳癌細胞には発現していない[20]。そ
して、FOXA1発現乳癌は予後が良好である[21]。これらの結果は、FOXA1 は ERα
発現上皮乳癌細胞の増殖に重要であるが、FOXA1は悪性度の低い上皮乳癌から
より悪性度の高い間葉系乳癌への転換を抑制することを示唆している。しかし、
乳癌の EMT 進行における FOXA1 の関与は完全には解明されていない。そこで
本研究では、乳癌細胞の EMTにおける FOXA1 の役割を解析することにした。 
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材料・方法 
 
プラスミド 
FOXA1（WT, ΔC, ΔN, ΔFH）, ERα のプラスミドは先行研究のものを用い
た[15, 22]。Slug をコードする cDNA は PCR により MDA-MB-231 全 RNA の逆
転写産物から生成し、pIRESpuro3ベクター（TaKaRa、滋賀、日本）にサブクロ
ーニングした。Slugの N末端 cDNAには mycタグを付加している。 
 
抗体 
用いた抗体は以下の通りである。 
FOXA1（sc-6553）, p53（sc-126）：Santa Cruz Biotechnology（Santa Cruz, CA, U.S.A.） 
ERα（#8644）, E-cadherin（#3195）, Slug（#9585）, vimentin（#5741）：Cell Signaling 
Technology（Beverly, MA, U.S.A.） 
LC3（PM036）：MBL（名古屋、日本） 
actin（MAB1501）：Merck Millipore（Guyancourt, France） 
二次抗体は GE Healthcare（Waukesha, WI, U.S.A.）から購入した Horseradish 
peroxidase (HRP)-F(ab’)2を使用した。 
 
細胞とトランスフェクション 
MCF-7 および MDA-MB-231 細胞は、5%ウシ胎児血清を含む Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium（DMEM）（ニッスイ、東京、日本）で培養した。 MG-
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132 および bafilomycin A1 は、それぞれペプチド研究所（大阪、日本）および
Cayman Chemical（Ann Arbor, MI, U.S.A.）から購入した。プラスミドトランスフ
ェクションのために、細胞を 35mm（または 60mm）培養皿に播種し、Lipofectamine 
2000（Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）を用いて 1μg（または 3μg）のプラ
スミド DNAを一時的にトランスフェクトした。安定した細胞プールを確立する
ために、細胞に pIRESpuro3 ベクターをトランスフェクトし、puromycin（1µg / 
mL）で 2週間選択した。puromycin耐性細胞を安定した細胞プールとして使用
した。 使用した低分子干渉 RNA（siRNA）は以下の通りである。 
 
FOXA1 #1（Life Technologies） 
5’-GAA CAG GCA CUG CAA UAC UCG CCU U-3’ (sense) 
5’-AAG GCG AGU AUU GCA GUG CCU GUU C-3’ (antisense) 
FOXA1 #2（北海道システムサイエンス、北海道、日本） 
5’-GAG AGA AAA AAU CAA CAG C-3’ (sense) 
5’-GCU GUU GAU UUU UUC UCU C-3’ (antisense) 
Luciferase（北海道システムサイエンス、北海道、日本） 
5’-GCG CUG CUG GUG CCA ACC CTT-3’ (sense) 
5’-GGG UUG GCA CCA GCA GCG CTT-3’ (antisense) 
siRNAを細胞にトランスフェクトする際は Lipofectamine 2000 を使用した。 
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ウエスタンブロッティング 
既報に記載されているように、enhanced chemiluminescence（Merck Millipore）
によりウエスタンブロット法を実施した[22]。ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）
サンプル緩衝液で調製した全細胞溶解物を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳
動にかけ、ポリフッ化ビニリデン膜に電気転写した。 タンパク質バンドは適切
な抗体を用いて検出し、ChemiDoc XRS+ イメージアナライザー（Bio-Rad, 
Richmond, CA, USA）を使用して分析した。 化学発光の強度は、Quantity Oneソ
フトウェア（Bio-Rad）を使用して測定した。 
 
定量的リアルタイム PCR（qPCR）分析 
qPCR は既報に記載されているように実行した[23]。RNAiso Plus（TaKaRa）を
使用して細胞から総 RNAを単離し、ReverTra Ace qPCR RT キット（TOYOBO、
東京、日本）を使用して各 RNA 調製物 0.5μg から cDNA を合成した。 PCR に
使用したプライマーは、次のとおりである。 
 
Glyceraldehyde3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ (sense) 
5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ (antisense) 
E-cadherin (CDH1) 
5’-CGAGAGCTACACGTTCACGG-3’ (sense) 
5’-GGGTGTCGAGGGAAAAATAGG-3’ (antisense) 
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Snail (SNAI1) 
5’-TCGGAAGCCTAACTACAGCGA-3’ (sense) 
5’-AGATGAGCATTGGCAGCGAG-3’ (antisense) 
Slug (SNAI2) 
5’-TGTGACAAGGAATATGTGAGCC-3’ (sense)  
5’-TGAGCCCTCAGATTTGACCTG-3’ (antisense) 
FOXA1 (FOXA1) 
5’-GCAATACTCGCCTTACGGCT-3’ (sense)  
5’-TACACACCTTGGTAGTACGCC-3’ (antisense) 
 
95℃で 1分間の初期変性後、Thunderbird SYBR Green Polymerase Kit（TOYOBO）
および Eco Real-Time PCR System を使用して、PCR を 40 サイクル（95℃で 15
秒、60℃で 45秒）実行した（Illumina, San Diego, CA, USA）。 
 
免疫蛍光染色 
既報[24]に記載されているように、Fluoview FV500 共焦点レーザー顕微鏡
（Olympus、東京、日本）で共焦点およびノマルスキー微分干渉コントラスト（DIC）
画像を取得した。細胞を室温にて 20 分間 4%パラホルムアルデヒドで固定し、
0.2%Triton X-100 および 3%ウシ血清アルブミンを含むリン酸緩衝生理食塩水
（PBS）で透過処理した。その後、細胞を Slug 抗体（#9585）と 1時間反応させ、
0.1%サポニンを含む PBS で洗浄し、Alexa Fluor 488 結合二次抗体で 1時間染色
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し、ProLong 退色防止試薬（Life Technologies）をマウントした。核は TO-PRO-3
（Life Technologies）で染色した。 
 
創傷治癒アッセイ (wound healing assay) 
細胞を 35 mm 培養皿に播種し、100%コンフルエントになるまで培養した。ピ
ペットチップを使用してコンフルエントな細胞層に同じ幅の傷を生成し、創傷
治癒過程の画像を位相差顕微鏡で撮影した。ImageJ ソフトウェアを使用して、
画像から傷の面積を測定し、遊走能を次のように計算した。 
遊走能 = [ 1 – (n 時間後の傷の面積) / (0 時間時点での傷の面積) ] × 100 [25] 
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結果 
1. FOXA1による ER非依存的な E-cadherin 発現誘導 
この研究では、MCF-7細胞をエストロゲン依存性 ERα陽性上皮乳癌のモデル
として使用し、MDA-MB-231細胞をエストロゲン非依存性 ERα陰性間葉系乳癌
のモデルとして使用した。ERαとその転写パートナーFOXA1および上皮細胞マ
ーカーE-cadherinはMCF-7では検出されたがMDA-MB-231細胞では検出されな
かった（図 3、補足主論文 Fig. S1A）。対照的に、間葉系細胞マーカーSlug はMDA-
MB-231細胞でのみ発現していた。MCF-7細胞は敷石様の形態細胞接着を示した
が、MDA-MB-231 細胞は紡錘体のような形態で細胞間接着を欠いていた（図 3、
補足主論文 Fig. S1B）。創傷治癒アッセイにより、MDA-MB-231細胞が MCF-7細
胞よりも高い運動性を有することが示された（図 3、補足主論文 Fig. S1C）。こ
れらの結果から MCF-7 細胞はエストロゲン依存性 ERα 陽性上皮乳癌の特徴を
示し、MDA-MB-231 細胞はエストロゲン非依存性 ERα陰性間葉系乳癌の特徴を
示すことが確認された。 
先行研究では ERα と FOXA1 が E-cadherin の発現に関与することが報告され
ているため[26, 27]、MDA-MB-231細胞における各遺伝子の安定発現により乳癌
細胞における E-cadherin の発現に重要な遺伝子を探索した。 FOXA1 の安定発現
により E-cadherin の発現は mRNA およびタンパク質レベルで大きく誘導された
が（図 4）、ERα の安定発現は E-cadherin の発現に影響しなかった（主論文 Fig. 
1A, B）。また、FOXA1 の安定発現により Slug の発現が mRNAおよびタンパク  
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図 3. 本研究の使用細胞 
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図 4. FOXA1 の EMT 抑制機能 
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質レベルで有意に減少することもわかった（主論文 Fig. 1A, B）。Slug ホモログ
Snailの発現は、各遺伝子の安定した発現の影響を受けなかった（主論文 Fig. 1B）。
また、創傷治癒アッセイにより、FOXA1 発現は MDA-MB-231 細胞の運動性を
有意に低下させることが示された（図 4、主論文 Fig. 1C）。これらの結果は、ERα
ではなく FOXA1が、E-cadherin発現の誘導と Slug 発現の阻害を介して乳癌細胞
の EMTの抑制に重要な役割を果たすことを示唆している。 
 
2. 乳癌細胞の FOXA1 による Slug発現抑制 
次に、EMT の抑制における内在性 FOXA1 の役割を分析した。MCF-7 細胞の
内在性 FOXA1を siRNAでノックダウンすると、E-cadherinのタンパク質発現が
有意に減少した（図 5、主論文 Fig. 2A, B）。ただし、E-cadherin の mRNA 発現
は、FOXA1 のノックダウンによって減少せず、わずかに増加した（図 5、主論
文 Fig. 2C）。これらの結果は、上皮乳癌MCF-7細胞において FOXA1は E-cadherin
の発現を誘導するが CDH1 の転写誘導因子としては機能しないことを示唆して
いる。FOXA1は前立腺癌において Slug の発現を抑制することが報告されている
ため[19]、MCF-7 細胞の Slug と FOXA1 の関与を分析した。FOXA1 のノックダ
ウンは、mRNAおよびタンパク質レベルで Slug 発現を強く誘導することがわか
った（図 6、主論文 Fig. 2A-C）。Snail mRNA の発現は FOXA1ノックダウンによ
って増加したが、この増加は非常に弱かった（主論文 Fig. 2C）。これらの結果は、
MCF-7 細胞の FOXA1 は主に Slug 遺伝子（SNAI2）の転写抑制因子として機能
することを示唆している。 
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図 5. FOXA1 は E-cadherin のタンパク質発現を誘導する 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6. FOXA1 は Slug の発現を抑制する  
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3. 上皮乳癌細胞における Slugと E-cadherinの発現 
MCF-7細胞の E-cadherin 発現に対する Slugの効果を調べるために、MCF-7細
胞で Slug を安定的に発現させた（主論文 Fig. 3A）。注目すべきことに、FOXA1
ノックダウンMCF-7細胞と同様、Slug 発現MCF-7細胞は、E-cadherin の mRNA
発現が減少することなく E-cadherinのタンパク質が有意に減少した（図 7、主論
文 Fig. 3B-D）。これらの結果は、FOXA1ノックダウン MCF-7細胞の E-cadherin
発現の減少が Slug によって媒介され、Slug は E-cadherin 転写抑制活性とは別に
E-cadherinの発現を抑制することを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 7. Slug は E-cadherin のタンパク質発現を抑制する 
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4. Slug による乳癌細胞の E-cadherin 転写後の発現抑制 
Slug は、E-cadherin の mRNA発現を抑制し、EMTの進行を促進することが知ら
れている[10, 11]。しかし、MCF-7細胞で発現した Slug は、E-cadherin の mRNA
発現を減少させることなく E-cadherin のタンパク質発現を減少させた。したが
って、Slug は E-cadherin タンパク質の翻訳を抑制するか、タンパク質の分解を促
進すると仮定した（主論文 Fig. 4A）。Slug が E-cadherin分解を促進する可能性を
検証するために、Slug発現MCF-7細胞をプロテアソーム阻害剤 MG-132または
リソソーム阻害剤 bafilomycin A1で処理し、E-cadherinの蓄積を分析した（図 8、
主論文 Fig. 4B, C）。しかし、各阻害剤によって誘導される E-cadherin 蓄積はコン
トロール細胞と比較して Slug 発現 MCF-7 細胞では変化せず、Slug はプロテア
ソームまたはリソソームを介した E-cadherin 分解を増加させないことが示唆さ
れた。Slug 発現 MCF-7 細胞と同様に、FOXA1 ノックダウン MCF-7 細胞でも
MG-132 によって誘導される E-cadherin の蓄積は変化しなかった（図 9、主論文
Fig. 4D）。これらの結果は、上皮乳癌細胞で Slug が E-cadherinの翻訳を抑制して
タンパク質発現を抑制することを示唆している。 
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図 8. Slug は E-cadherin のタンパク質分解に寄与しない 
 
 
 
 
 
 
 
図 9. FOXA1 は E-cadherin のタンパク質分解に寄与しない 
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5. FOXA1の EMT 抑制機能ドメイン解析 
FOXA1の C 末の transactivation（TA）ドメインはエストロゲンシグナルによる
遺伝子発現に重要である[15]。そこで、今回の FOXA1 の EMT 抑制機能には 
FOXA1 のどのドメインが関与するのか解析した。C 末の TA ドメインを含む領
域を欠損させた FOXA1ΔC 変異体、N 末の TA ドメインを含む領域を欠損させ
た FOXA1ΔN 変異体、中央の Forkhead（FH）DNA 結合ドメインを含む領域を
欠損させた FOXA1ΔFH 変異体の発現ベクターを作製し、MDA-MB-231 細胞に
安定発現させた。作製した安定発現株において FOXA1変異体が発現しているこ
とを確認し（図 10）、FOXA1野生型（WT）で見られるような E-cadherin, Slug の
発現の変化が他の FOXA1 変異体でも見られるか確認した。FOXA1 WT と同様
に E-cadherin が増加し Slug が減少するのは FOXA1ΔC 変異体のみであり、ΔN
変異体とΔFH変異体では E-cadherinと Slug の発現に変化は見られなかった（図
10）。このことから、FOXA1 が EMT 抑制的な機能を発揮するには FH ドメイン
と N末の領域が必要であることがわかった。FOXA1のエストロゲンシグナルに
重要な領域（C 末）と EMT抑制に重要な領域（N末）は別であることがわかり、
FOXA1の EMT抑制機能は ERα非依存的であることがより示唆された。  
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図 10. FOXA1 変異体の解析 
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総括・考察 
 
EMTの進行には細胞間接着の消失が重要であるが、乳癌細胞において FOXA1
は細胞間接着因子 E-cadherinの発現を誘導することがわかり、FOXA1が EMTを
抑制することが示唆された。また FOXA1 は Slug の発現を抑制することもわか
り、FOXA1は Slug の発現抑制を介して E-cadherinを誘導していることが示唆さ
れた。興味深いことに、上皮乳癌細胞では Slug は E-cadherin の発現を転写では
なくタンパク質レベルで減少させることがわかり、上皮乳癌細胞において発現
した FOXA1 は Slug の発現を抑制しタンパク質レベルで E-cadherin を誘導して
EMTを抑制していると考えられる（図 11）。 
転写因子 FOXA1 は、Forkhead DNA結合ドメインを介してゲノム DNAに結合
し、さまざまな遺伝子の発現を調節する[12]。CDH1 のプロモーター領域には
FOXA1 結合部位があり、CDH1 の発現は FOXA1 によって直接誘導されること
が示されている[26]。また、FOXA1 は転写抑制因子としても機能することも知
られている。膵臓癌細胞では、FOXA1は悪性腫瘍の表現型に関与する遺伝子の
発現を抑制し、FOXA1 の減少は細胞の運動性を高める[18]。前立腺癌細胞では、
FOXA1 は Slug の遺伝子領域に結合し、その発現を抑制する[19]。本研究では、
FOXA1 が乳癌細胞で E-cadherin の発現を誘導することを示した。注目すべきこ
とに、FOXA1 は上皮乳癌 MCF-7 細胞での mRNA 発現に影響を与えることなく
E-cadherin発現を誘導したのに対し、間葉系乳癌 MDA-MB-231細胞では mRNA  
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図 11. FOXA1 の EMT 抑制機構 
 
  
 - 25 - 
 
およびタンパク質レベルで E-cadherin発現を促進した。これらの結果は、上皮乳
癌細胞と間葉系乳癌細胞では FOXA1を介した E-cadherin発現制御メカニズムに
違いがあることを示唆している。上皮乳癌 MCF-7細胞では、FOXA1 ノックダウ
ンによって E-cadherin 抑制因子 Slug の発現が誘導された。MCF-7細胞での Slug
の安定発現では、E-cadherin の mRNA 発現が低下せず、タンパク質分解が促進
することなく、E-cadherin タンパク質発現が低下した。E-cadherin 発現に対する
FOXA1ノックダウンと Slug安定発現の影響はMCF-7細胞で類似しているため、
FOXA1は主に上皮乳癌細胞における Slugの抑制を介して E-cadherin発現を誘導
すると仮定した（図 11、補足主論文 Fig. S2）。 
Slug は CDH1 の転写抑制因子として知られているが[10, 11]、現在のデータは
Slug が MCF-7 細胞で mRNA 発現を減少させることなく E-cadherin タンパク質
発現を減少させることを示している。Slug 発現MCF-7細胞で、プロテアソーム
またはリソソームを介した E-cadherin 分解は増加していなかったため、Slug は
E-cadherin の mRNA からタンパク質への翻訳を阻害すると仮定した。翻訳抑制
は、主に micro RNAによって引き起こされ、microRNAは標的 mRNAの 3’-非翻
訳領域（UTR）に結合することにより翻訳を抑制する[28]。興味深いことに、Slug
が microRNA-221（miR-221）の発現を誘導し、この microRNAを介して E-cadherin
タンパク質の翻訳を抑制することが報告されている[29]。 FOXA1 ノックダウン
または Slug発現 MCF-7細胞におけるmiR-221の発現はまだ分析していないが、  
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miR-221 は Slug によって誘導され、これらの細胞の E-cadherin の翻訳を抑制す
ると推測される。 
また、FOXA1は ERα およびヒストン脱アセチル化酵素 7と複合体を形成し乳
癌細胞のレプリモ遺伝子（RPRM）の発現を抑制することが報告されているが
[30]、ERα 陰性乳癌 MDA-MB-231 細胞において FOXA1 が Slug 発現を抑制した
ことから、FOXA1 は ERα とは無関係に Slug の発現を調節することが示唆され
た。同様に、FOXA1 はアンドロゲン受容体（AR）を介した遺伝子発現に不可欠
だが、FOXA1 は前立腺癌細胞の AR とは無関係に Slug 発現を抑制する[19]。こ
れらの結果は、FOXA1 は ERα依存的および独立的に遺伝子発現を抑制すること
を示唆している。また、当研究室で、FOXA1が転写因子 NF-κB（核内因子-κB）
のインターロイキン（IL）-6遺伝子のプロモーター領域への結合を抑制し、乳癌
細胞の ERα とは無関係にその発現を抑制することを報告している[22]。したが
って、FOXA1 は Slug のプロモーター領域に結合し、ERα とは無関係に Slug の
転写因子の結合を抑制するという仮説を立てている（図 11、補足主論文 Fig. S2）。
MDA-MB-231細胞で FOXA1は Slug の発現を抑制したが、Snail の発現は抑制し
なかった（主論文 Fig. 1A, B）一方、MCF7 細胞の FOXA1 をノックダウンする
と Slug と Snail の発現は増加した（主論文 Fig. 2A-C）ことから、Slug と Snail は
異なるメカニズムで FOXA1に調節されていることが示唆された。正確なメカニ
ズムは不明だが、強力な間葉系細胞の表現型を維持するために MDA-MB-231細
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胞の Snail の発現は FOXA1 による発現の抑制を受けず、複数のメカニズムによ
って発現が誘導されているという仮説を立てている。 
結論として、本研究では上皮乳癌細胞における FOXA1 は Slug の発現抑制を
介して EMT の進行を抑制することを示した（図 11）。FOXA1 は ERα 発現上皮
乳癌細胞の増殖に必要なため治療標的となる可能性があるが、FOXA1 の発現を
抑制すると Slug が誘導されて EMTが進行する恐れがある。FOXA1 と Slug の両
方を阻害することで上皮乳癌のEMTを抑制しつつ増殖を阻害する効果が期待さ
れる。FOXA1 と Slug の二重阻害は ERα 発現上皮乳癌の有望な治療戦略となる
可能性がある。  
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